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Deéficits immunitaires liéss a un défaut d ‘expression
du récepteur pour Il'antigéne

Le lymphocyte T est au centre de la
réponse immunitaire de type ccllulaire.
Il reconnait I'antigtne peptidique pré-
senté par le complexe majeur d’histo-
compatibilité, par I'intermédiaire d’un
complexe membranaire : le récepteur
T/CD3.

Le complexe TCR/CD3 est composé :
(1) de deux chaines polymorphes ct
glycosylées TCR-« et -8 (ou -y et -9)
reliées par un pont disulfure et impli-
quées directement dans la reconnais-
sance de l’antigene par leur partic
variable ; (2) du complexe CD3, asso-
cié de fagon non covalente, constitué
de trois chalnes monomorphes : 7, §
et €; (3) d’'un homodimere {-{ ou
hétérodimere ({-n) qui s’associe finale-
ment au complexe pour son expression
membranaire (revuc dans [1]). Tous
les geénes codant pour les différentes
protéines du complexe ont été clonés.
Les genes codant pour les protéines
CD3-v, -6 ct -€ sont situés dans une
méme région chromosomique : la
bande q23 du chromosome 11. Le clo-
nage de ces genes a montré unc tres
grande homologie ecntre les genes
CD3-y ct CD3-6 ; séparés seulement
par une région non codante de 1,6 kb,
leurs sens de transcription sont inver-
sés. Cela permet de penser que ces
deux genes proviennent de la duplica-
tion d’'un méme gene. Le gene codant
pour la chaine CD3-€e est moins homo-
logue aux geénes CD3-y et -6, et est
situé a 30 kb en aval. Il est composé
de neuf exons, dont un scul code pour
la partie transmembranaire de la pro-
téine, et s’étend sur 12 kb (revue dans
[2]). Les chaines { et n sont génétique-
ment distinctes des chaines du CD3.
Elles proviennent d’un épissage diffé-
rentiel d’'un méme locus [3] et sont
localisées sur le chromosome 1q.

Les chalnes du complexc CD3 et la
chaine { sont impliquées dans la trans-

s mission des signaux. Elles possedent,
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comme les récepteurs pour les IgE,
une région consensus dans leur partie
cytoplasmique. Les complexes CD3 et
¢ constituent deux modules autonomes
de transduction des signaux. En effet,
chaque module est capable de déclen-
cher un événement tardif de l'activa-
tion cellulaire comme la production
d’IL-2. Cependant ces deux modules
ne sont pas totalement échangeables et
chacun possede des caractéristiques
propres [4].

L’analyse de mutants expérimentaux
déficients pour l'expression du com-
plexe TCR/CD3 a montré que seuls
les complexes composés de toutes les
chaines sont exprimés a la surface du
lymphocyte T [5]. Blumberg et al. ont
proposé la co-existence, a la surface
membranaire, de complexes distincts
composés des chaines a-6 du TCR et
CD3-ye¢ ou CD3-6¢ [6]. Ces auteurs
ont aussi démontré la présence de
deux chalnes CD3-e par complexe et
ces résultats ont été confirmés par
d’autres études [7]. L’étude d’une
lignée TCR/CD3 déficiente a permis
de montrer qu’il peut exister, a la sur-
face, des complexes TCR/CD3 dont la
chalne CD3-y est absente. De telles
cellules peuvent étre stimulées par des
antigenes ou par d’autres stmuli du
TCR [8]. Cette étude confirme I’hypo-
these de flexibilité d’expression de com-
plexes de type CD3-ye ou CD3-de.
Toutefois, cette flexibilité ne semble
pas étre partagée dans toutes les espe-
ces car une lignée T murine, caracté-
risée par la délétion du geéne codant
pour la chaine CD3-§, n’exprime pas
a la surfacc de complexe de type
CD3- Y [9]. La chalne CD3-€ est néces-
saire 2 lexpresswn des deux types de
complexe a la surface membranaire du
lymphocyte T car elle stabilise les sous-
complexes y-e¢ et 6-e [10]. L’assem-
blage du complexe a lieu dans le réti-
culum endoplasmique et, tres tot au

cours de la biosynthese, une protéine
de 28 kDa (w) s’associe aux complexes
partiellement assemblés et aux chalnes
a et § du TCR. Cette protéine est
impliquée dans le contrdle de I’assem-
blage intracellulaire en stabilisant
'association de complexes partiels ou
en dirigeant les complexes incorrecte-
ment assemblés vers un compartiment
ou ils seront dégradés [11]. Apres la
glycosylatlon les complexes sont expri-
més a la surface du lymphocyte T. Les
protéines en exceés non assemblées sont
rapidement et efficacement dégradées
[12].

Les déficits immunitaires héréditaires
regroupent des maladies tres diverses
responsables d’infections plus ou moins
séveres et récurrentes. Parmi les défi-
cits immunitaires des lymphocytes T,
et dont, pour la plupart, les bases
moléculaires n’ont pas été élucidées,
seulement deux déficits liés a un défaut
d’expression du récepteur pour I’anti-
gene ont été décrits a ce jour.
Nous avons étudié le déficit immuni-
tairc d’'un patient de cinq ans qui pré-
sente un défaut d’expression membra-
naire du complexe TCR/CDS3.
L’analyse en cytofluorimétrie des
lymphocytes sanguins révele que
Pintensité d’expression du complexe
TCR/CD3 par les lymphocytes, par
ailleurs présents en nombre normal,
n’atteint qu’un dixieme de I'intensité
attendue.

L’étude des ARN messagers codant
pour les différentes chaines du CD3 a
montré que le transcrit de la chaine
CD3-¢ était présent, mais en quantité
réduite et de taille anormale [13]. Cela
a conduit a rechercher des anomalies
du gtne de structure de la chaine
CD3-e. Le produit de PCR spécifique
de la chaine CD3-e obtenu chez le
patient présente une délétion complete
de l’exon 7 qui conserve le cadre de
lecture. Cet exon code pour la partie
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transmembranaire de la protéine

CD3-¢.

Ces résultats suggéraient un épissage
anormal. Nous avons donc séquencé
des produits de PCR obtenus a partir
de PADN génomique couvrant les
Membrane deux sites d’épissage. Unc substitution
plasmique hétérozygote (T — C), au nivcau du
sitc d’épissage « GT » en 5 de lintron
7, a été mise en évidence chez le
patient ct chez sa mere. Les mutations
affectant ce site particulier d’épissage
réduisent D’épissage normal mais ne
I'empéchent pas completement [14].
Dans le cas présent, nous pouvons
mettre cn évidence, en plus du produit
ou I'exon 7 est absent, un produit nor-
Figure 1. Représentation schématique du récepteur pour I'antigéne a la sur- malcment €pissé cn trés faible quan-
face du lymphocyte T et des protéines associées CD4, CD8, CD2 et €D28. tit¢. Cc produit de taille normale per-
Les modules CD3 et { 2 représentent les modules de transduction autonomes mct d’expliquer I'expression membra-
décrits par A. M. Wegener et al. CD2 constitue une voie d’activation alternative naire résiduclle, détectée au cytoﬂuo-
qui interagit exclusivement avec le module § 2. rimétre, chez le patient.

D28

{2 module

L’existence de cette mutation hétérozy-
gote, partagée avec la mere (dont les
lymphocytes T sont phénotypiquement
normaux ct fonctionnels), suggérait
qu’unc autre mutation devait étre pré-
sente chez le patient. Lors de I'étude
de 'expression du gene CD3-€ chez le
Membrane A Expression | Paticnt ct chez ses parents, nous avons
plasmique pu montrer unc diminution de 50 %
de la quantité de messagers codant

O o @ Ri%rsaoﬁig?g pour la chaine CD3-¢, chez le patient
) O

ct chez son pere. Ce résultat plaidait
en faveur de lexistence d’unc autre
/L mutation, héritéc du pere, responsable
soit d’un taux de transcription plus fai-

ble, soit de linstabilité du messager.
Nous avons séquencé les régions pro-

ﬁ motrices ct enhancers de ce génc ct réa-
. . P y 2 :
Maturation | lis€ unc cxpérience d’élongation des

Appareil Q chalnes naissantes d’ARN sur noyaux
de Golgi Eﬂ@ isolés (run on), pour éliminer I’hypo-
4§ Dégradation thése d’une transcription anormale, ct
(0, aB. v, 3) nous n’avons pas pu mettre en évi-
Rétention dence de délétions ou de mutations.

(ye) C’est lors du séquengage de ’ADN
Réticulum q N———

) ’ - génomiquc que nous avons mis en €évi-
endoplasmique O @ | Dnssd%c:itlon Assemblage dence unc substitution hétérozygote
(G = A) dans I'exon 6, produisant un
codon stop. Cette mutation a été
| retrouvée chez le patient et chez son
pere. Ici, la position précoce en 5 de
Figure 2. Parcours intracellulaire des complexes complets et partiellement (c codon stop aboutit vraisemblable-
assemblés. Les sites de dégradation proposés par J. D. Ashwell et R. D. Klaus-
ner sont indiqués. Les protéines s’associent dans le réticulum endoplasmique ou
la chaine w stabilise les complexes préformés, puis la maturation a lieu dans I’'appa-
reil de Golgi, aboutissant a I'expression, a la surface du lymphocyte T, des com- Le cas que nous avons étudié [15], ot
plexes entiers. deux mutations affectent la chaine m—
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CD3-¢, met en évidence le role cru-
cial de la chaine CD3-e¢ au sein du
complexe récepteur T/CD3. Le faible
taux d’expression provient le plus pro-
bablement d’un récepteur T/CD3 com-
plet ou la chaine CD3-€, produit de
I’épissage normal de D’allele maternel
muté, est présente. Les signaux trans-
mis via le récepteur pour l’antigéne
jouent un roéle déterminant dans la
sélection (répertoire) et la maturation
des progéniteurs T dans le thymus.
Malgré le faible taux d’expression du
récepteur T chez le patient, ’ontogé-
nie des cellules T semble normale si
I’on considere I'usage des familles de
segments variables V3 par la chaine 8
du TCR, ou le nombre de cellules
CD4* ou CD8*. Cela permet de
penser qu’un faible nombre de récep-
teurs a la surface de la cellule T est
suffisant pour 'ontogeneése thymique.
In witro, les lymphocytes T sanguins
ne sont stimulables ni par des lecti-
nes ni par des anticorps anti-CD3 et
anti-CD2, bien que les cellules T
expriment un nombre normal de
molécules CD2 a la surface. Cela
confirme qu’un nombre normal de
récepteurs T/CD3 est indispensable
pour que les ligands de CD2 puis-
sent activer le lymphocyte T. Une
prolifération partielle peut étre restau-
rée par costimulation avec des anti-

CD3 et anti-CD28. Paradoxalement,
les cellules du patient proliferent en
présence des antigénes : Candida albi-
cans ou anatoxine tétanique et en pré-
sence de cellules allogéniques [16].
Ces données montrent que l’activa-
tion des lymphocytes T peut étre
induite par la mise en jeu d’un fai-
ble nombre de récepteurs, 2 condi-
tion sans doute que le signal soit
amplifié par des corécepteurs comme

CD28.

Il existe un deuxieme cas de défaut
d’expression du TCR/CD3 observé
au cours d’un déficit immunitaire
héréditaire résultant de deux muta-
tions affectant le géne codant pour
CD3-v [17]. 1l s’agit de deux muta-
tions différentes : 'une est une muta-
tion du codon d’initiation et ’autre,
une mutation d’un site d’épissage.
Ces deux mutations ne permettent
pas la production de protéine CD3-v.
L’absence de cette protéine diminue
mais n’abolit pas I’association nor-
male ni 'expression a la surface du
récepteur T/CD3. L’analyse en cyto-
fluorimétrie des lymphocytes sanguins
révele environ 50 % d’expression du
TCR/CD3 a la surface. Au sein de
ces complexes immunoprécipités, la
chaine CD3-vy est absente. De plus,
ces auteurs ont pu montrer que la
chaine CD3-y n’est pas indispensa-

Mutation codon stop
aliele du pere

Exons
Promoteur

12

Mutation d'épissage
allele de la mere

3uT
p——

ARNmM (1 kb)

Figure 3. Schéma du géne et du messager CD3-. La mutation G — A qui
crée un codon stop se trouve dans I’exon 6, elle ségrége avec I'alléle hérité du
pére. La mutation T — C qui affecte le site d’épissage en 3’ de I'exon 7 codant
pour la partie transmembranaire de la protéine ségréege avec l'alléle hérité de la
mére. 5" UT : partie 5" non traduite ; LP : peptide signal ; Ex : région extracellu-
laire ; TM : région transmembranaire ; IN : région intracellulaire ; 3’ UT : partie 3’

smmmmm 0N traduite.
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ble pour assurer la fonction helper
[8] ; a l'opposé, la fonction et le
développement des lymphocytes T
cytotoxiques sont altérés. Ces données
leur ont permis de proposer un
modele ou les molécules CD4 et
CD8 interagissent avec le complexe
récepteur T/CD3 respectivement via
les chaines CD3-6 et CD3-y.

Toute notre connaissance concernant
le récepteur pour I’antigéne de la cel-
lule repose essentiellement sur I’étude
des mutants expérimentaux. L’étude
de ces variants TCR/CD3, observés
en pathologie humaine, permet non
seulement d’élucider les mécanismes
moléculaires responsables de ces défi-
cits, mais permet aussi de valider et
de compléter les résultats obtenus,
grace aux variants expérimentaux,
sur ’assemblage, la stoechiométrie et
I’expression du récepteur T/CD3 B
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